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Резюме. Метою нашого дослідження було вивчення структурно-функціональних змін остеогенних клі-
тин довгих трубчастих кісток щурів старечого віку та визначення взаємозв’язку між ультрамікроскопічною 
будовою остеобластів та інтенсивністю експресії остеопонтину та RANKL за умов хронічної гіперглікемії. 
Експеримент моделювали щляхом інтраперитонеального введення одноразової ін’єкції дигідрату алоксану 
в дозі 150 мг/кг маси тіла на 0,9% розчину хлориду натрію. Для дослідження структури стегнової та плечової 
кісток використовували такі методи: трансмісійної електронної мікроскопії та імуногістохімічний. При дослі-
дженні остеобластів та остеоцитів оцінювали наступні показники: цілісність клітинних елементів та мембран-
них органел, вакуолізацію цитоплазми. 
В результаті експерименту було встановлено, що в старечих щурів за умов тривалої гіперглікемії спо-
стерігається значна гіпертрофія гЕПС, наростаюча деструкція органел у цитоплазмі відповідно до збіль-
шення терміну дії хронічної гіперглікемії. Починаючи з 30 доби експерименту у щурів старечого віку було 
виявлено гіперфункцію остеобластів як адаптивну реакцію на підвищення рівня глюкози та їх виражену ре-
акцію у вигляді значної гіпертрофії гЕПС, деструкції органел у цитоплазмі та набуханні мітохондрій із пода-
льшим активним прогресуванням аж до 180 доби. Відзначається формування залишкових тілець, що є озна-
кою компенсаторної реакції. 
Пригнічення рівня експресії остеопонтину є наслідком підвищення рівня глюкози, що в свою чергу 
порушує нормальне формування кісткової тканини за умов хронічної гіперглікемії. Імуногістохімічне дослі-
дження підтвердило порушення будови і функціонування остеобластів та деструктивні зміни в остеоцитах, 
що проявлялось у зменшенні експресії остеопонтину (одного з маркерів формування кісткової тканини) та 
поступовим збільшенням показника RANKL (маркер, що бере безпосередню участь у кістковій резорбції). 
Ключові слова: ультрамікроструктура, довгі трубчасті кістки, гіперглікемія, остеогенні клітини. 
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Abstract. The aim of our study was to examine the structural and functional changes of osteogenic cells of 
the long tubular bones of elderly rats and to determine the relationship between the ultramicroscopic structure of 
osteoblasts and the intensity of osteopontin and RANKL expression in chronic hyperglycemia. The experiment was 
simulated by intraperitoneal injection of a single injection of alloxan dihydrate at a dose of 150 mg / kg body weight 
in 0.9% sodium chloride solution. The following methods were used to study the structure of the femur and humerus: 
transmission electron microscopy and immunohistochemical. In the study of osteoblasts and osteocytes evaluated 
the following indicators: the integrity of cellular elements and membrane organelles, vacuolation of the cytoplasm. 
As a result of the experiment, it was found that in senile rats under conditions of prolonged hyperglycemia, 
there is a significant hypertrophy of the EPS, increasing the destruction of organelles in the cytoplasm, respectively, 
increasing the duration of chronic hyperglycemia. From the 30th day of the experiment, osteoblast hyperfunction 
was detected in elderly rats as an adaptive response to elevated glucose levels and their pronounced response in 
the form of significant hypertrophy of EPS, destruction of organelles in the cytoplasm and swelling of mitochondria 
with subsequent active progression up to 180 days.There is the formation of residual cells, which is a sign of a 
compensatory reaction. 
Suppression of osteopontin expression is a consequence of elevated glucose levels, which in turn disrupts 
the normal formation of bone tissue in chronic hyperglycemia. Immunohistochemical studies confirmed disturb-
ances in the structure and function of osteoblasts and destructive changes in osteocytes, manifested by decreased 
expression of osteopontin (one of the markers of bone formation) and a gradual increase in RANKL (a marker 
directly involved in bone resorption). 





В основі цукрового діабету лежить пору-
шення гомеостазу інсуліну, а саме інсулінорезис-
тентності периферичних тканин та руйнації  β–клі-
тин підшлункової залози, це призводить до ряду 
патологічних змін майже всіх тканин організму 
внаслідок глюкозотоксичності і ліпотоксичності з 
наступним розвитком судинних ускладнень. Ві-
домо, що глюкоза є основним енергетичним дже-
релом для остеокластів, пропорційно підвищуючи 
їх резорбційну активність [1, 2, 3, 4]. Гіперглікемія 
має значний негативний вплив на метаболізм кіс-
ток, порушуючи функцію остеогенних клітин. Крім 
того, вона призводить до неферментативного глі-
козування білків кісткового матриксу, в тому числі 
і колагену І типу, що порушує якість кісткової тка-
нини. 
Згубна дія гіперглікемії порушує метаболічну 
функцію остеобластів, що в свою чергу впливає 
на зниження біосинтезу остеокальцину, остеоне-
ктину, остеопонтину. Відтак зафіксовано зни-
ження інсуліноподібного фактору росту – 1, що 
стимулює остеобласти до біосинтезу білків кістко-
вого матриксу та його мінералізації [2, 5, 6, 7, 8].  
Патологічні зміни кісткової тканини при цук-
ровому діабеті були предметом вивчення протя-
гом багатьох років, проте окремі аспекти патомо-
рфології та патофізіології цієї хвороби ще не 
з’ясовані. Зокрема, існує принаймні дві гіпотези 
щодо патологічного ремоделювання кістки в умо-
вах цукрового діабету (ЦД). Згідно з однією, гіпе-
рглікемія пригнічує остеогенез (функцію остеоб-
ластів) та посилює резорбцію (функцію остеокла-
стів) [9, 10, 11, 12]. Згідно з іншою, при ЦД, зок-
рема у жінок у постменопаузі, на тлі інгібування 
остеогенезу, процес резорбції залишається не-
ушкодженим, або знижується формування, акти-
вність і рухливість остеокластів, що в підсумку 
призводить до втрати кісткової маси та усклад-
нення відновлення мікротріщин [13, 14, 15]. У 
зв’язку з цим, досить актуальними можна вважати 
експериментальні дослідження з моделювання 
хронічної гіперглікемії на щурах для вивчення па-
тологічного підґрунтя розвитку діабетичної хво-
роби кісток [16]. Тому метою нашого експериме-
нту було вивчення структурно-функціональних 
змін остеогенних клітин довгих трубчастих кісток 
щурів старечого віку та визначення зв’язку між 
ультрамікроскопічною будовою остеобластів та 
інтенсивністю експресії білків - маркерів остеоге-
незу за умов хронічної гіперглікемії. 
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ  
 
Експеримент було проведено на 72 лабора-
торних щурах старечого віку. Щури були розділені 
на дві групи: експериментальну (n=36) та 
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контрольну (n=36). Експеримент моделювали 
шляхом інтраперитонеального введення однора-
зової ін’єкції дигідрату алоксану щурам старечого 
віку масою 178– 223 г (віварій медичного інсти-
туту СумДУ), після 10-годинного голодування, на 
тлі нормальних показників глюкози крові. Кожна 
група щурів була розділена на 6 підгруп (по 6 тва-
рин у кожній): 1 гр. – 30 діб, 2 гр. – 60, 3 гр. – 90, 
4 гр. – 120, 5 гр. – 150, 6 гр. – 180 діб. Отримані 
показники щурів експериментальної групи порів-
нювали з показниками тварин контрольної групи. 
Щурів виводили з експерименту на кожну 30 добу 
шляхом декапітації під легким тіопентал-натріє-
вим наркозом. Для проведення електронно-мік-
роскопічного аналізу в піддослідних щурів після 
декапітації у визначені терміни видаляли обидві 
стегнові та плечові кістки. Після цього фрагменти 
діафізів та епіфізів розміром близько 1 мм3 фіксу-
вали у фіксаторі Карновського. Фрагменти кістко-
вої тканини декальцинували в розчині трилону Б, 
потім використовували фіксатор чотириокис 
осмію, з подальшою дегідратацією у серії етило-
вих спиртів зростаючої концентрації та ацетону. 
Зразки просочували в суміші епоксидних смол – 
арадиту та епону, а потім заливали в блоки [17]. 
Отримані блоки заточували та виготовляли ульт-
ратонкі зрізи товщиною 0,04 мкм на ультрамікро-
томі УМТП-3М (Суми, Україна). Зрізи 
контрастували розчином Рейнольдса та ураніла-
цетатом [18]. Контрастовані зрізи аналізували та 
фотографували за допомогою електронного мік-
роскопа ЕМВ-100БР (Суми, Україна), що просві-
чувався. 
Досліджуючи остеогенні клітини, оцінювали 
такі критерії: цілісність клітинних елементів і мем-
бранних органел, ступінь вакуолізації цитоплазми 
та наявність мінералізації кісткового матриксу. 
Імуногістохімічне (ІГХ) дослідження прово-
дили на парафінових зрізах (4×10–6м) декальци-
нованої кісткової тканини стегнових і плечових кі-
сток щурів після депарафінації та зневоднення у 
ксилолі й спиртах у послідовних знижуючих кон-
центраціях. Демаскування антигенів проводили з 
застосуванням водяної бані «ВБ-4» при відносній 
температурі 97–98 ºС у цитратному буфері (рН – 
7,0). Наявність клітинної реакції антиген - анти-
тіло було візуалізовано за допомогою системи де-
текції «UltraVision Quanto Detection System HRP 
DAB Chromogen», яка включала блокування ен-
догенної активності пероксидази перекиснем во-
дню, пригнічення неспецифічного фонового заба-
рвлення за допомогою «Ultra V block», підсилення 
реакції «Primary Antibody Amplifier Quanto» та кін-
цеву візуалізацію діамінобензидином (ДАБ) та за-
барвленням ядер гематоксиліном Маєра. У дослі-










Статистичну обробку отриманих результатів 
проводили за допомогою програми Statistica v.10 
(«StatSoft Inc.», США). Для оцінки достовірності 
різниць між показниками використовували непа-
раметричний Mann-WhitneyU-test. Значимість 
вірогідних значень приймалась р<0.05. 
 
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 
 
У щурів старечого віку на 30 добу експериме-
нту особливістю структури остеобластів було збі-
льшення кількості ядерець у ядрі (рис. 1, а). Це 
свідчить про гіперфункцію клітини, спрямовану на 
синтез білка та нуклеїнових кислот. Одночасно з 
цим мембранні органели були слабко розвинені: 
поодинокі профілі гЕПС, та зрідка – мітоходріїї 
(рис. 1). Клітини розміщувалися щільно на повер-
хні кісткових трабекул. Також траплялись пооди-
нокі загиблі остеоцити та остеобласти. Кістковий 
матрикс мав рівномірну електронну щільність. 
Остеоцити мали слабкорозвинені органели та ро-
зміщувались нерівномірно у кістковому матриксі. 
Відповідні зміни остеобластів спостерігались та-





Клон Розведення Локалізація в клітині 
Остеопонтін Кролик Поліклон 1:200 Цитоплазма 
RANKL Кролик Поліклон 1:200 Цитоплазма+мембрана 
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Рис. 1. Остеобласт з двома ядерцями (Яд) у ядрі (Я) на поверхні кісткової трабекули (К): 
а) остеобласт з гЕПС (стрілка) та мітохондрією (м); б) фрагмент остеобласта, одиничні профілі 
гЕПС (стрілка). 30 доба спостереження. Зб.: а) 8000; б) 16800. Контрастування за Рейнольдсом. 
 
Експресія остепонтину в діафізі в експериме-
нтальних щурів становила 15,06±1,48%, у щурів 
групи контролю показники складали 
16,21±1,39%, різниця показників становить 7,6%. 
Інтенсивність позитивно забарвлених клітин – 
слабка (+), в епіфізі відповідні показники скла-
дали 17,26±1,44% та 19,10±1,41% (р<0.05), різ-
ниця становить 10,6%, інтенсивність позитивно 
забарвлених клітин – слабка (+). Це може свід-
чити про гальмування процесів мінералізії кістки. 
RANKL - позитивні клітини виявлено як у діалізі, 
так і в епіфізі обох кісток. Експресія цього показ-
ника в діафізі була більш інтенсивнішою за вище 
згаданий та становила 26,58±1,40% у щурів екс-
периментальної групи та 24,33±1,53% (р<0.05) у 
щурів групи контролю, в епіфізі 28,61±1,64% та 
25,98±1,49% (р<0.05) відповідно, інтенсивність 
позитивно забарвлених клітин – помірна (++). На 
90 добу спостереження резорбційні процеси про-
являлись у звуженні шарів діафізу з одночасним 
збільшенням діаметрів остеонів. В епіфізі спосте-
рігалась відсутність контакту між трабекулами, 
деякі з них мали сліпі закінчення та не 
контактували один з одним. Експресія остеопон-
тину в діафізі достовірністю показників не відзна-
чалась та становила 14,73±1,68% та 
16,08±1,36%, різниця показників склала 9,2%. По-
казники експресії RANKL дещо збільшились та 
становили 26,92±0,76% у щурів експерименталь-
ної групи та 24,70±0,87% у щурів групи контролю 
(р<0.001) відповідно, різниця 9%. 
На 120 та 150 добу спостереження у щурів 
старечого віку в остеобластах виявлено зміну фо-
рми ядра (утворення вигинів), що свідчить про гі-
перфункцію клітини шляхом збільшення ядерної 
поверхні та посилення біосинтезу білків (рис. 2, 
а). У цитоплазмі остеобластів виявлені дегенера-
тивні зміни – ділянки гомогенізації та набухлі мі-
тохондрії. гЕПС у клітинах була добре розвинена, 
що вказує на активний синтез компонентів матри-
ксу (рис. 2).  
Остеоцити мали слабкорозвинені органели 
та розміщувались у лакунах з нерівномірним кон-
туром, зрідка траплялись клітини з вираженими 
дегенеративними змінами. Кістковий матрикс мав 
осередки нерівномірної мінералізації. 
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Рис. 2. Остеобласт із підковоподібним ядром (Я) на поверхні кісткової трабекули (К): а) остеобласт; 
ділянки гомогенізації цитоплазми (стрілка); б) фрагмент остеобласта; набухлі мітохондрії 
 (стрілка). 120 доба спостереження. Зб.: а) 6000; б) 10000. Контрастування за Рейнольдсом. 
 
Експресія остепонтину в діафізі обох дослі-
джуваних кістках на 120 добу спостереження 
була слабковираженою та не відзначалась досто-
вірністю показників. У щурів експериментальної 
групи вона становила 14,51±1,49% та 
15,92±1,61% у щурів групи контролю, інтенсив-
ність забарвлення цитоплазми слабка (+). Можна 
також відзначити резорбцію періосту, що відзна-
чається в його потоншенні. В епіфізах обох кісток 
містилися поодинокі клітини з проявами реакції. 
Частка позитивно забарвлених клітин становила 
16,53±1,47% та 18,64±1,58 % (р<0.05) відповідно, 
різниця показників склала 12,7%. Інтенсивність 
забарвлення цитоплазми слабко виражена (+). 
Спостерігаються численні ділянки немінералізо-
ваного матриксу. Показник експресії RANKL у епі-
фізах обох кісток значно переважав над показни-
ками діафізу та становив 29,74±1,63% у щурів 
експериментальної групи та 26,70±1,56% у щурів 
групи контролю (р<0.05), показники діафізу спос-
терігались на рівні 27,50±1,45% та 24,92±2,10% 
(р<0.05) відповідно, інтенсивність забарвлення 
цитоплазми сильна (+++). Це говорить про пере-
важання процесів резорбції над кісткоутворен-
ням. Аналогічні зміни експресії відповідних показ-
ників спостерігались і на 150 добу, проте з більш 
вираженим проявом. 
На 180 добу спостереження було зафіксо-
вано гіперфункцію остеобластів у вигляді розши-
рення цистерн гЕПС та набухання мітохондрій. 
Проте також було виявлено утворення деструкти-
вних порожнин, що свідчить про неуспішність 
компенсаторної реакції клітин у відповідь на висо-
кий рівень глюкози. У кістковому матриксі вияв-
лено загиблі остеоцити, які знаходились у розши-
рених лакунах із нерівномірними контурами, що 
може бути результатом остеоцитарного остеолі-
зису (рис. 3).  
 
 
Рис. 3. Загиблий остеоцити у лакуні з зазубреними краями. 180 доба спостереження. Зб. 16800. 
Контрастування за Рейнольдсом. 
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ІГХ дослідження зафіксувало значні пору-
шення структури кісткової тканини як стегнової кі-
стки, так і плечової. У діафізах обох кісток остео-
понтин експресували поодинокі клітини. Частка 
позитивно забарвлених клітин у щурів експериме-
нтальної групи становила 14,13±1,45%, у щурів 
групи контролю 15,26±1,13%, проте достовірні-
стю показників не відзначалась, різниця показни-
ків склала 7,9%. Інтенсивність забарвлення цито-
плазми переважно слабка (+). Відповідний показ-
ник епіфізу становив 16,02±1,42% та 
18,12±1,59% (р<0.05) відповідно, різниця склала 
13%. Аналіз інтенсивності показників RANKL за-
свідчує його посилену експресію. Відсоток 
позитивно забарвлених клітин у діафізі становив 
28,16±1,56% у щурів експериментальної групи та 
25,50±0,74% (р<0.05) у щурів групи контролю, рі-
зниця показників збільшилась до 10,4%, інтенси-
вність забарвлення цитоплазми сильна (+++). В 
епіфізах досліджуваних кісток цей показник ста-
новив 30,38±1,77% та 27,33±1,43% (р<0.05) від-
повідно, різниця показників – 11,2%. Потрібно та-
кож відзначити значне зменшення щільності тра-
бекул, наявність численних щілин, тріщин, де-
структивних ділянок та наявність зруйнованих 
без’ядерних клітин (рис. 4). Це  все може свідчити 
про пригнічення ремоделювання кісткової тка-
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Рис. 4. Експресія Остеопонтин (а) 1. Поодинокі прореаговані клітини. 2. Наявність численних щілин, 




Відомо, що підвищений рівень глюкози пору-
шує процес мінералізації у кістках, що може бути 
пов’язано зі зниженням активності остеобластів 
[5,8]. Це узгоджується з отриманими нами даними 
про порушення мінералізації кісткової тканини у 
щурів експериментальної групи. А також з вияв-
леними патологічними порушеннями остеоблас-
тів, що призводить до поступового порушення 
процесів остеокластогенезу. Особливістю є те, 
що на всі терміни спостереження у щурів старе-
чого віку гіперфункція остеобластів проявлялася 
у вигляді гіпертрофії гЕПС та зміною структури 
ядра – появою ядерець та зміною форми ядра 
для збільшення периметру ядерної мембрани. 
Ми також виявили загибель остеоцитів у щурів 
експериментальної групи починаючи з 30 доби 
експерименту, з подальшим активним прогресу-
ванням аж до 180 доби. 
Одним із важливих факторів впливу на клі-
тини кісткової тканини за умов хронічної гіперглі-
кемії є експресія маркерів остеокластичної резо-
рбції та кісткоутворення, які секретуються остео-
бластами. Експериментально на щурах встанов-
лено, що підвищення рівня глюкози пригнічує рі-
вень експресії остеопонтину, як наслідок порушу-
ється нормальне кісткоутворення [6]. На наш пог-
ляд, посилена інтенсивність показника кісткової 
резорбції RANKL у щурів експериментальної 
групи відображає посилення проявів деструктив-





Отже, в результаті електронно–мікроскопіч-
ного аналізу встановлено, що гіперглікемія викли-
кає дегенеративні зміни в клітинах кісткової тка-
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віку починаючи вже з 30 доби спостереження, які 
поступово посилюються зі збільшенням терміну 
дії патологічного чинника.  
В експериментальному дослідженні було ви-
явлено виражену реакцію остеобластів на висо-
кий рівень глюкози, що проявлялась у вигляді 
значної гіпертрофії гЕПС, деструкції органел у ци-
топлазмі, набуханні мітохондрій та зміні струк-
тури і форми ядра. Також у щурів старечого віку 
було встановлено формування залишкових ті-
лець, що може бути ознакою компенсаторної ре-
акції організму. Експериментально встановлено, 
що дегенеративні зміни остеобластів порушують 
нормальний рівень експресії остеопонтину та 
RANKL, як наслідок порушується нормальне фо-
рмування кісткової тканини. Імуногістохімічний 
аналіз показав низький рівень експресіїї остепон-
тину як в діалізі, так і в епіфізах досліджуваних кі-
сток у щурів старечого віку. В подальшому інтен-
сивність прояву тільки зменшувалась із наймен-
шим проявом на 180 добу експерименту. Показ-
ники експресії RANKL, навпаки, збільшувались – 
найменший показник прояву спостерігався на 30 
добу експерименту з подальшим посиленням до 
180 доби, що вказує на посилення резорбційних 
процесів у кістковій тканині. В результаті імуногіс-
тохімічного дослідження визначено, що в умовах 
хронічної гіперглікемії у щурів старечого віку екс-
пресія остепонтину та RANKL виявлена як у діа-
лізі, так і в епіфізах обох досліджуваних кісток, 
проте з різною інтенсивністю і з переважанням у 
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